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Verwendung von af f initatsgereinigten Antikorpern mit den 
Eigenschaf ten polyklonaler humaner Autoantikorper gegen den 
TSH-Rezeptor als spezifisches Bindungsreagens zum Nachweis 
von TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern, Reagenziensatz sowie 
Selektionsverf ahren zur Gewinnung solcher Antikorper 



Die vorliegende Erfindung betrifft verbesserte Rezeptor- 
bindungsassays zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern 
(TSHR-Auto-Ab) , die bei Schilddrusen-Autoimmunerkrankungen, 
insbesondere beim Morbus Basedow, auftreten. 

Es ist bekannt, daS zahlreiche Erkrankungen, an denen die 
Schilddruse- beteiligt ist, Autoimmunerkrankungen sind, bei 
denen Autoantikorper gegen molekulare Strukturen der Schild- 
driise gebildet werden, die im Zusammenhang mit der Erkrankung 
beginnen, als Autoantigene zu wirken. Die wichtigsten bekannten 
Auotantigene der Schilddriise sind dabei Thyreoglobulin (Tg) , 
die Schilddriisenperoxidase (TPO) und insbesondere der TSH- 
Rezeptor (TSHR) (vgl . Furmaniak J et al . , Autoimmunity 1990, 
Vol. 7, S. 63-80) . 



Der TSH-Rezeptor ist ein in der Schilddrusenmembran lokalisier- 
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ter Rezeptor, an den das von der Hypophyse ausgeschuttete 
Hormon TSH (Thyroid-stimulierendes Hormon oder Thyreotropin) 
bindet und dadurch die Ausschiittung der eigentlichen Schild- 
drusenhormone, insbesondere des Thyroxins, auslost . Der TSH- 
Rezeptor gehort zur Rezeptor-Familie der G-Protein-gekoppelten 
Glykpprotein-Rezeptoren mit einer groSen aminoterminalen extra - 
zellularen Domane, zu der auch der LH/CG- und der FSH-Rezeptor 
gehoren. • Eine Aufklarung der chemischeii Struktur des TSH- 
Rezeptors, d.h. der Sequenz der fur ihn codierenden DNA sowie 
der daraus ableitbaren Aminosauresequenz des Rezeptors selbst, 
gelang Ende 1989 (vgl. Libert F. et al . , Biochem. Biophys . Res. 
Commun. 165: 1250-1255; Nagayama Y. et al . , j Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 165: 1184-1190; vgl. auch EP-A-0433509 bzw. WO -A- 
91/09121; sowie WO-A-91/09137 ; WO-A- 91/10735 und WO-A-91/03483 ; 
ferner Yu j i Nagayama & Basil Rapoport, in: Molecular Endocrino- 
logy, Vol. 6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Litera- 
tur) . 

Es wird allgemein angenommen, daS bei der als Morbus Basedow 
(englisch: Graves' disease) bekannten Schilddrusen-Autoimmuner- 
krankung stimulierende Autoantikorper eine Rolle spielen, die 
gegen der TSH-Rezeptor (TSHR) gebildet werden und mit diesem 
so wechselwirken, daS die Schilddriise stimuliert wird, was sich 
als Schilddrusemiberfunktion (Hyperthyreose) auSert . Es ist 
jedoch bekannt, dass neben stimulierenden Autoantikorpern in 
der Zirkulation von menschlichen Patienten auch solche gefunden 
werden, die gegenteilige oder gar keine klinisch relevanten 
Wirkungen aufweisen und auch als "blockierende" oder "neutrale" 
Antikorper bezeichnet werden. Die Bestimmung von Autoantikor- 
pern gegen den TSH-Rezeptor (im folgenden als TSHR-Auto-Ab, 
oder im Zusammenhang mit Bestimmungen unter Verwendung der von 
ihr entwickelten Assays in der Terminologie der Anmelderin auch 
als TRAK, abgekurzt) hat fur die Diagnose des Morbus Basedow 
und anderer Schilddrusen-Autoimmunerkrankungen eine erhebliche 
klinische Bedeutung . 

Demzufolge werden in der klinischen Diagnostik bereits seit 





- 3 - 

langem routinemaSig Assays zur Bestimmung von gegen den TSHR 
gebildeten Schilddrusen-Autoantikorpern eingesetzt. 

Bei den alteren Verfahren muSte dabei stets so gearbeitet 
werden, dass man die zu bestimmenden Autoantikorper mit bovinem 
TSH (bTSH) urn ' Bindungsstellen einer solubilisierten porcinen 
TSHR- Preparation konkurrieren lieS und die gebildeten immunkom- 
plexe fur eiiie Fest-Fliissig-Trennung mit Polyethylenglyk'ol 
(PEG) ausfallte. 

Als modernstes Verfahren zur TSHR-Auto-Ab-Bestimmung ist 
derzeit das Verfahren anzusehen, das in den verof fentlichten 
Patentanmeldungen DE 198 01 319.1 Al, der darauf beruhenden WO 
99/36782 bzw. im Patent EP 0 975 970 Bl sowie auSerdem in der 
Verof fentlichung Sabine Costagliola et al . , Second Generation 
Assay for Thyrotropin Receptor Antibodies Has Superior 
Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease, in: J* Clin 
Endocrinol Metab 84:90-97, 1999 naher beschrieben ist. Die 
Lehren dieser Verof f entlichungen praktisch umsetzende Assays 
sind die unter den Bezeichnung DYNOtest® TRAKhuman® bzw. 
LUMItest® TRAKhuman® im Handel bef indlichen Assays der Anmelde- 
rin B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaf t . 

Die genannten Verof f entlichungen DE 198 01 319.1 Al bzw. die 
WO 99/3 6782 enthalten eine ausfiihrliche Diskussion des alteren 
Standes der Technik und verschiedener mit der Bestimmung von 
TSHR-Auto-Ab verbundener Schwierigkeiten . Fur eine Vertiefung 
des Verstandnisses des technischen Hintergrunds der vor- 
liegenden Erfindung wird daher ausdrucklich auf den Inhalt der 
genannten Patentanmeldungen * sowie der darin diskutierten 
wissenschaf tlichen Verof f entlichungen verwiesen. 

Das obige Verfahren gemaS DE 198 01 319.1 Al, der darauf 
beruhenden WO 99/3 6 782 bzw. dem Patent EP 0 975 970 Bl beruht 
in erster Linie darauf, dass es bei ihm erstmals moglich war, 
einen humanen TSHR, und zwar einen rekombinanten humanen TSHR, 
ohne Funktionalitatsverlust an einer Festphase zu immobilisie- 
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ren, wodurch die TSHR-Auto-Ab-Bestimmung als heterogener Assay 
durchfuhrbar wurde und das fur die Bestimmung relevante 
Messsignal direkt an eine Festphase gebunden erhalten wurde. 

Als Kompetitor wird auch bei diesem Assay in den Regel ein 
markiertes bTSH eingesetzt. 

Zur Immobilisierung des funktionalen rhTSHR wurde dabei ein 
monoklonaler Antikorper (BA8) verwendet, der konformative 
Epitope des TSHR erkannte und nach einem besonderen Verfahren 
erhalten wird, das beschrieben ist von S . Costagliola und 
G.Vassart in J . Endocrinol . Invest . 20 (Suppl. to no. 5), Abstract 
4, (1997) sowie in S . Costagliola et al . , Genetic Immunization 
Against the Human Thyrotropin Receptor Causes Thyroiditis and 
Allows Production of Monoclonal Antibodies Recognizing the 
Native Receptor, in: The Journal of Immunology, 1998, 16 0:1458- 
1465. GemaS diesem Verfahren erfolgt eine Immunisierung von 
Mausen zum Zwecke der Antikorperbildung nicht mit einem Antigen 
peptidischer Natur, sondern durch intramuskulare Injektion 
eines fur den hTSHR kodierenden DNA-Plasmidkonstrukts . Es 
werden auf diese Weise, nach einer geeigneten Selektion, neue 
monoklonale Antikorper mit hoher Affinitat zum nativen hTSHR 
erhalten, die wenigstens zum Teil, wie BA8 , auch konformative 
Epitope erkennen. 

Die Verwendung eines funktionalen immobilisierten humanen TSHR, 
der in einer durch Waschen im immobilisierten Zustand affini- 
tat sgerenigt en Form in die Bestimmungen eingesetzt werden 
konnte, brachte verschiedene Vorteile und assaytechnische 
Neuerungen mit sich, von denen insbesondere zu nennen sind: 

1. Wenn man die Bestimmung als " Zweischritt-Bestimmung" 
durchfiihrt, indem man markiertes bTSH in einem nachgeschalteten 
Schritt mit einem vorher gebildeten und von der ursprunglichen 
MeSlosung abgetrennten Komplex aus TSHR- Auto- Ab und dem 
af f initatsgereinigten immobilisierten rhTSHR reagieren laSt, 
kann sich eine mogliche Anwesenheit von an sich bekannten Anti- 
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bTSH-Ab in der Patientenprobe nicht raehr storend auswirken. 

2 . Wegen der Verwendung eines humanen Rezeptors kann es zu 
einer Storung des Assay durch pathologisch hohe hTSH-Konzen- 
trationen, wie sie in einzelnen Patientenproben vorkommen, 
kommen. Diese Storungen konnen durch Zusatz von bestimmten kom- 
merziell erhaltlichen anti-TSH Antikorpern zur probenhaltigen 
MeSlosung neutralisiert werden, die das hTSH selektiv binden 
und nicht mit dem als Kompetitor eingesetzen bTSH kreuzreagie- 
ren. 

3. Die oben unter 1. aufgefiihrte neue Erkenntnis ermoglicht 
es, die Umsetzung mit bTSH im zweiten Assayschritt mit einem 
exakt standardisierbaren, von Serum freien bTSH-Reagens 
durchzuf uhren . 

4 . Als eine praktische Schwache des beschriebenen Assays hat 
es sich erwiesen, dass die Bindungsf ahigkeit des im Assay 
verwendeten humanen rekombinanten TSHR . gegenuber dem als. 
Kompetitor verwendeten markierten bovinen TSH relativ schnell 
verloren geht, und zwar insbesondere dann, wenn der TSHR in der 
Flussigphase, z.B. an suspendierte Magnetpartikel gebunden, 
bereitgestellt oder solubilisiert als Bestandteil homogener 
Assays eingesetzt wird. 

Dadurch, daE das genannte Verfahren eine Bindung der TSHR-Auto- 
Ab und des markierten Kompetitors bTSH aus der MeSlosung direkt 
an einen f estphasengebundenen, af f initatsgereinigten 
rekombinaten humanen TSHR gestattete, wird jedoch nicht nur die 
Messung des erhaltenen Signals gegenuber einem Prazipitations- 
assay im gewiinschten Sinne praktisch vereinfacht, soridern das 
Assaydesign kann grundsatzlich verandert werden, indem man von 
einem Einschritt- Assay (eine einzige, durch auf einanderf olgende 
Pipettierungen ohne zwischenzeitliche Fest-Flussig-Trennung 
erhaltene MeSlosung) zu einem Zweischritt -Assay ubergehen kann, 
bei dem man die Umsetzung des immobilisierten und affinitats- 
gereinigten gewaschenen TSHR mit der Probe und die Umsetzung 
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mit dem markierten Kompetitor bTSH in zwei auf einanderf olgen- 
den, durch eine Fest-Fussig-Trennung voneinander abgesetzten 
Schritten durchf uhrt . 

Trotz der Verwendung eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors 
ist das o.g. Verfahren insofern noch einern traditionellen 
Verfahren ahnlich, als es die Kompetition der zu -bestimmenden 
Autoantikorper mit TSH (in der Regel mit markiertem bovinem 
TSH) nutzt. Es wurde zwar grundsatzlich diskutiert, dass es an 
sich moglich sein sollte, in einem kompetitiven Assay statt des 
markierten bTSH als Kompetitor auch markierte Antikorper, die 
an den TSH-Rezeptor binden, einzusetzen. Die Zahl von monoklo- 
nalen Antikorpern, die unter Einsatz verschiedener Antigene und 
mittels verschiedener Immunisierungstechniken gegen den 
vollstandigen TSHR bzw. einzelne seiner Abschnitte erzeugt 
wurden, ist in der Zwischenzeit sehr hoch. Es wurde jedoch noch 
kein Antikorper beschrieben, der die Eigenschaf ten stimulieren- 
der Antikorper, wie sie als Ausloser des Morbus Basedow 
postuliert werden, aufweist. In der Praxis gab es daher noch 
keine Moglichkeit, einen Assay zu schaffen, bei dem ein 
Kompetitor verwendet wird, der in relevanterer Weise als der 
Kompetitor bTSH die Anwesenheit und Menge von stimulierenden 
Aautoantikorpern, wie sie fur den Morbus Basedow charak- 
teristisch sind, erkennen laJSt . 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen Rezeptorbin- 
dungsassay zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern zu 
schaffen, der die Nachteile bekannter kompetitiver Rezeptor- 
bindungsassays des Standes der-Technik nicht aufweist und von 
einer erhohten klinischen Wertigkeit ist. 

Insbesondere ist es ferner Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
verbesserte Rezeptorbindungsassays zum Nachweis von TSH- 
Rezeptor-Autoantikorpern so zu gestalten, daiS bestimmte 
Storungen' der Messung durch anomale Serumbestandteile auch bei 
Einschrittverfahren effektiv ausgeschaltet werden und eine 
optimale Bindung der Reaktionspartner des Bestimmungsverf ahrens 
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gewahrleistet ist . 

Ferner ist es Aufgabe der Erf indung, das Problem des Verlusts 
der Bindungsf ahigkeit des TSHR gegenuber dem Tracer/Kompetitor 
in der Flussigphase zu losen, so dass das Verfahren als 
iibliches automatisiertes Verfahren unter Verwendung von 
Suspensionen von Magnetpartikeln, an die der TSHR gebunden ist, 
oder als homogenes Verfahren unter Anwendung der sog. KRYPTOR® 
Technik duchgefuhrt werden kann. 

•Es ist ferner* Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die zur 
Durchfiihrung derartiger verbesserter Rezeptorbindungsassays in 
der klinischen Routinediagnostik erf order lichen Reagenziensatze 
(Kits) zu schaffen. 

Die genannten Aufgaben werden gemaS der vorliegenden Erfindung. 
gelost durch die Verwendung von aff initatsgereinigten polyklo- 
nalen humanen Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR- 
Auto-Ab) aus Seren von Morbus -Basedow Patient en, und/oder von 
tierischen Antikorpern, die mit diesen um Bindungsstellen eines 
funktionalen humanen TSH-Rezeptors kompetieren, als spezifi- 
sches Bindungsreagens in einem immunologischen Bestimmungs- 
verf ahren zum klinischen Nachweis von Autoantikorpern gegen den 
TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) in einer Probe einer biologischen 
Fliissigkeit eines auf Morbus Basedow zu untersuchenden 
Patienten. 

Nahere Einzelheiten zur Charakterisierung der zu verwendenden 
aff initatsgereinigten Autoantikorper und sich ergebende 
besonders vorteilhafte Ausgestaltungen der verbesserten 
Rezeptorbindungsassays sind den Unteranspruchen zu entnehmen, 
insbesondere in Verbindung mit den detaillierteren Erlauterun- 
gen in der nachf olgenden Beschreibung . 

Die Aufgabe der Schaffung eines Reagenziensatzes zur Ver- 
wirklichung der vorliegenden Erfindung wird durch einen 
bevorzugten Reagenziensatz gemafi Anspruch 9 gelost, der neben 
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einem funktionalen TSHR als spezifisches Bindungsreagens , 
insbesondere als markierter Kompetitor , auch eine Preparation 
von af f initatsgereinigten polyklonalen humanen Autoantikorpern 
gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus- 
Basedow Patienten, und/oder von tierischen Antikorpern, die mit 
diesen urn Bindungsstellen eines funktionalen humanen TSH- 
Rezeptors kompetieren, enthalt. 

Die erf indungsgemaSen aff initatsgereinigten Autoantikorper 
konnen jedoch auch als spezifischer Binder fur einen solubili- 
sierten, ggf . direkt oder indirekt markierten TSHR an eine 
Festphase immobilisiert eingesetzt werden, z.B. die Wander von 
Coated Tubes oder Mikropartikel gebunden. 

Anstelle der aus Pat ientenseren gewonnenen polyklonalen 
Autoantikorper kann man gemaS der vorliegenden Erfindung auch 
selektierte tierische Antikorper verwenden, die mit diesen urn 
Bindungsstellen eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors 
kompetieren, d*h. solche, die die polyklonalen TSHR-Auto-Ab 
"mimikrieren". Solche tierische Antikorper, insbesondere 
tierische monoklonale Antikorper, konnten bisher nicht gefunden 
und insbesondere nicht sicher identif iziert werden. Bioassays, 
bei denen untersucht wurde, ob monoklonale Antikorper im Sinne 
einer Stimulierung der cAMP-Produktion " stimuli erende" 
Antikorper darstellen, ergaben bisher nur negative Resultate. 
Daraus muiSte man schliefien, • dass die untersuchten Antikorper 
nicht diejenigen Antikorper represent ierten, die als pathogene 
Autoantikorper fur den Morbus Basedow anzusehen sind. 

In der Einleitung und im nachf olgenden Teil dieser Anmeldung 
werden die verwendeten Reagenzien bzw. Analyten/Biomolekule in 
der Regel mit verschiedenen Abkurzungen gekennzeich.net, die 
stets - wie in den o.g. Patentanmeldungen - in den f olgenden 
Bedeutungen zu verstehen sind, es sei denn, es ergibt sich aus 
dem konkreten Zusammenhang fur den Fachmann ausnahmsweise etwas 
anderes. Die Verwendung der speziellen Angaben erfolgt dabei 
aus Grunden der exakten Beschreibung der durchgef uhrten 




- 9 - 

Versuche und Messungen, bedeutet jedoch nicht, dafi die 
beschriebenen Ergebnisse und SchluSf olgerungen nur fur den 
beschriebenen Spezialfall gelten. Zahlreiche der vermittelten 
Informationen sind vielmehr fur den Fachmann in ihrer all- 
gemeineren Bedeutung klar erkennbar. 

Erlauterungen zu den verwendeten Abkiirzungen: 

TSH = Thyroidstimulierendes Hormon (Thyreotropin) . 

Wird die Abkiirzung TSH ohne weitere Zusatze 
verwendet, handelt es sich nicht urn ein be- 
stimmtes Produkt, sondern die Bindung bzw. 
Funktion des Hormons wird in allgemeiner Form 
diskutiert . 



bTSH = Bovines (d.h. aus Rindern gewonnenes) TSH. Pra- 

parat, das in herkommlichen Assays zur Bestim- 
mung von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor 
als Tracer eingesetzt wird. 

hTSH = Huraanes TSH. Kommt im Serum/Plasma Gesunder nur 

in sehr geringen Konzentrationen 0*,2-4 mU/1 
vor. In Seren von hypothyreoten Patient en kann 
die hTSH-Konzentration jedoch signifikant er- 
hoht sein. Die durch erhohte hTSH- Spiegel (von 
mehr als 20 mU/1) hervorgeruf enen Storungen von 
Auto^ntikorper-Messungen werden in der o.g. 
Verof fentlichung WO 99/36782 diskutiert und 
durch spezielle Mafinahmen neutralijsiert . 

TSHR = Der TSH-Rezeptor , ein in der Schilddrusenmem- 

bran verankerter Glykoproteinrezeptor . Wird die 
Abkiirzung TSHR ohne weitere Zusatze verwendet, 
handelt es sich nicht um ein bestimmtes Pro- 
dukt, sondern die Funktion des Rezeptors bzw. 
seine Bindungsbeteiligung wird in allgemeiner 
Form diskutiert. 
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rhTSHR = Gentechnisch erzeugtes (rekombinantes) Polypep- 

tid, das die Aminosauresequenz eines hatiirlich 
vorkommenden humanen TSHR wenigstens in einem 
solchen Ausmafie aufweist, daS es als "funktio- 
naler humaner TSH-Rezeptor " bezeichnet werden 
kann, was bedeutet, dafi es sich beziiglich der 
Bindung von Autoantikorpern gegen den TSHR bzw. 
von TSH (bTSH/hTSH) in signif ikantem AusmaE wie 
der naturlich vorkommende humane TSHR verhalt . 
Wird die Abkurzung rhTSHR ohne weitere ^usatze 
verwendet, handelt es sich nicht urn . ein be- 
st immtes Produkt, d.h. rhTSHR kann fur irgend- 
ein" rekombinantes vollstandiges , mehr oder 
weniger glykosyliertes Polypeptid, eine Teil- 
sequenz einer ausreichenden Lange oder ein gen- 
technologisch erzeugtes Fusionsprodukt davon 
stehen (wie es z.B. in der Internationalen Pa- 
tentanmeldung PCT/EP97/06121 beschrieben wird) . 

rhTSHR (imm) = Selektiv an eine Festphase gebundenes (immobi- 

lisiertes) rhTSHR- Praparat . Die Bindung kann - 
wie in der Beschreibung nachfolgend genauer 
beschrieben - liber einen geeigneten Antikorper 
erfolgen, kann aber im Falle von Fusionsproduk- 
ten auch uber einen besonderen Peptidrest, z.B. 
einen Biotinrest, erfolgen. Die Festphase kann 
die Wand eines Testrohrchens (Coated-Tube- oder 
CT-Technik) sein, kann aber auch eine geeighete 
suspendierte Festphase sein. Zur Gewinnung von 
af f initatsgereinigten polyklonalen Autoantiko- 
reprn wird rhTSHR (imm) an das zur Herstellung 
der. Af f initatssaule verwendete Material gebun- 
den (s. experimenteler Teil) . 

Ab = Antikorper 



TSHR-Auto-Ab 



In biologischen Proben, insbesondere huma- 
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nem Serum oder Plasma, nachweisbare Auto- 
antikorper gegen den TSH-Rezeptor . Der 
Nachweis stimulierender derartiger TSHR- 
Auto-Ab (in. der Literatur auch abgekiirzt 
TSI = thyroid stimulating immunglobulins) 
ist insbesondere fur die Diagnose des Mor- 
bus Basedow' (englisch: Graves' disease) 
von Bedeutung. Eine weitere ubliche Ab- 
kiirzung ist TRAK. 

Anti-hTSHR-mAb = Monoklonaler Antikorper, der an rhTSHR 

bindet. Ohne weitere Erlauterungen kann 
er, was sein Bindungsverhalten angeht, 
sequentieller Natur sein, wie z.B. in der 
alteren Anmeldung DE 196 51 093.7 be- 
schrieben wird, er kann jedoch auch kon- 
formativer Natur sein, wie z.B. BA8 . 

Anti-bTSH-Ab = In humanen Seren bzw. Plasma vorkommende 

Antikorper ungeklarten Ursprungs, die mit 
bTSH unter Bildung von Immunkomplexen rea- 
gieren und damit die Bindung von bTSH an 
die Assaykomponenten bzw. das erhaltene 
MeSergebnis beeinflussen (vgl . Y.Ochi et 
al.. Acta Endocrinologica (Copenh) 1989, 
120: 773-777; S.Sakata et al . , J.Endocri- 
nol. Invest. 14: 123-130, 1991; T . Inui, 
Thyroid, Vol.6: 295-299, 1996). 

Das immunologischeBestimmungsverf ahren (Ligandenbindungstest) , 
bei dem die neuen selektiven Bindungsreagenzien gemaS der 
vorliegenden Erfindung verwendet wird, kann grundsatzlich von 
jeder geeigneten Art sein, wie sie dem Fachmann ' aus der 
Literatur und z.B. den o.g. Anmeldungen bekannt ist. 

Wird bei der Bestimmung mit einem an einer Festphase immobili- 
sierten TSHR gearbeitet, konnen als eine solche Festphase eine 
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Kunststoffoberflache, insbesondere in Form der Wande von 
Kunststoff-Testrohrchen fur die CT-Technik, Mikropartikel , 
Magnetpartikel, Filter, Polymergelmaterialien und andere 
bekannte Festphasentrager ■ eingesetzt werden. Das Assaydesign 
kann auch so angepaSt werden,. da6 die Bestimmung an bekannten 
automat isiert en Systemen durchfuhrbar ist (vgl . z.B. Elecsys- 
System der Firma Boehringer Mannheim oder ACS 18 0 -System von 
Chiron) . 

Durch die Verwendung der erf indungsgemaSen Reagenzien werden 
zahlreiche Vorteile erhalten, auf die im Anschluss an den 
experimentellen Teil noch einmal eingegangen wird. Es ist 
jedoch darauf hinzuweisen, dass ein besonderer Vorteil eine 
Ausgestaltung als Einschritt-Verf ahren ist, da aufgrund der 
homologen Natur der als Bindungsreagens eingesetzten polyklona- 
len Autoantikorper Storungen, die auf hTSH oder auf bTSH 
bindende Antikorper in der zu vermessenden Probe zuruckzuf iihren 
waren, keine Bedeutung haben. 

Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass die Markierung der 
polyklonalen Antikorper (bzw. der diese mimikrierenden 
tierischen Antikorper) nach bekannten Techniken mit nahezu 
jedem beliebigen bekannten Markierungsreagens moglich ist, ohne 
dass die Schwierigkeiten zu uberwinden sind, auf die man bei 
der Markierung von TSH stoSt . Die Markierung kann dabei auch 
ein Teil eines an sich bekannten Paares von Detektionsmarkern 
fur ein Verfahren sein, bei dem die spezifischen Bindungs- 
reagenzien (solubilisierter TSHR; Kompetitor in Form von 
Autoantikorpern) in der f lussigen Reaktionsmischung dispergiert 
vorliegen, wobei an den Antikorper eine erste Markierungskom- 
ponente gebunden ist, die Teil eines auf Fluoreszenz- oder 
Chemilumineszenz- Los chung oder -Verstarkung beruhenden Markie- 
rungssystems ist, und daS die zweite Markierungskomponente 
dieses Markierungssystems an einen zweiten, zur indirekten 
Markierung des solubilisierten TSHR verwendeten nicht kom- 
petierenden Antikorper oder direkt an den solubilisierten TSHR 
gebunden ist, so dass nach Bindung der markierten Antikoprer 
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an den TSHR ein messbares Signal, z.B. eine Fluoreszenzsignal 
erzeugt wird, das eine Detektion der gebildeten Sandwichkom- 
plexe in der Messlosung ermoglicht. Fur diese Verfahrens- 
variante ist die langere Bindungsf ahigkeit des TSHR gegeniiber 
der erfindungsgemaSen Autoant ikorper- Preparation, und zwar 
verglichen mit der Bindungsf ahigkeit gegeniiber TSH-, ein 
praktisch aufierst wichtiger Vorteil. 

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung in ihren ver- 
schiedenen Aspekten anhand von konkreten Ausf iihrungsbeispielen 
und Versuchsergebnissen unter Bezugnahme auf funf Figuren noch 
naher erlautert. Auf die allgeraeinen Erlauterungen im Zusammen- 
hang mit den beschriebenen Versuchen wird ausdrucklich als Teil 
der Offenbarung der vorliegenden Erfindung verwiesen. 

Dabei zeigen die Figuren in Form verschiedener Diagramme : 

Figur 1: Die im Rahmen der Af f initatsreinigung von Auto- 
ant ikorpern aus Seren von Morbus Basedow Patient en 
beim Waschen (mit 3 x 5 0ml PBS) und der nachfolgen- 
• den Eluierung (mit jeweils 10 ml- Zitronensaure , pH- 
2,5) erhaltenen Elutionsprof ile . Die mit Zitronen- 
saure eluierte Antikorperf raktion ist chemisch 
homogen . 

Figur 2: Die Standardkurven fur die Messung von TSHR- Auto - Ab 
unter Verwendung von mit einem Akridiniumester 
direkt bzw. indirekt markierten af f initatsgereinig- 
ten polyklonalen humanen Autoant ikorpern, gegen- 
iibergestellt der Standardkurve eines LUMItest® 
TRAKhuman® der Anmelderin bei gleichem MaSstab fur 
die Signalstarke (RLU) . 

Figur 3 : Die Standardkurven fur die Messung von TSHR-Auto-Ab 
unter Verwendung von mit einem Akridiniumester 
direkt bzw. indirekt markierten af f initatsgereinig- 
ten polyklonalen humanen Autoant ikorpern, • gegen- 



- 14 - 

ubergestellt der Standardkurve eine LUMItest® 
TRAKhuman® der Anmelderin, bezogen auf die prozen- 
tuale Bindung (B/B 0 ) . 

Figur 4: Die Ergebnisse der Messung von Patientenseren (40 
Kontrollseren; 40 Seren von Morbus Basedow-Patien- 
ten) mit Hilfe des LUMItest® TRAKhuman® der Anmelde- 
rin (linke Spalten) und des Tests (TRAKkompetition) 
unter Verwendung markierter af f initatsgereinigter 
polyklonaler Autoantikorper aus Patientenseren 
(rechte Spalten) . Es ist eine auf die groEere 
Signalstarke zuruck zu fiihrende groSere Spreizung 
der Skala und damit unter scheidungskraf tigere 
Messung zu erkennen. 

Figur 5: Veranderung des Bindung svermogens einer TSHR-Prapa- 
ration gegeniiber 125 I-bTSH bzw. mit einem Akridinium- 
ester markierten af f initatsgereinigten polyklonalen 
Autoanitkorpern bei eine Lagerung bei 22 °C. 

In der nachf olgenden Beschreibung von Herstellungs- und MeS- 
experimenten wird - soweit moglich - auf in der vorverof f ent- 
lichten Literatur zu findenden Angaben verwiesen, wenn an sich 
bekannte Techniken und Materialien verwendet wurden: 



1 . Materialien 

1 Herstellung einer Preparation aff initatsgereinigter 
polyklonaler humaner Autoantikorper aus Seren von Morbus 
Basedow Patient en 

1.1. Herstellung einer Af f initatssaule mit einem . gebundenen 
TSHR 

2 0 mg des bekannten monoklonalen konf ormationellen Antikorpers 
BA8 in aff initatsgereinigter Form (vgl . Sabine Costagliola et 
al., Second Generation Assay for Thyrotropin Receptor Antibo- 
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dies Has Superior Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease, 
in: J Clin Endocrinol Metab 84:90-97, 1999; S.91, Selection of 
moAb by FACS; bzw. S . Costagliola et al . , Genetic Immunization 
Against the Human Thyrotropin Receptor Causes Thyroiditis and 
Allows Production of Monoclonal Antibodies Recognizing the 
Native Recpetor, in: The Journal of Immunology, 1998, 160:1458- 
1465) , 2 mg/ml in phosphatgepuf f erter Salzlosung (PBS) , wurden 
mit 5 0 mg NaI0 4 versetzt, 2 0 min bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschlieSend mit Hilfe von NAP25-Saulen (Pharmacia) , 
aquilibriert in PBS, entsalzt. Die gewonnene Proteinf raktion 
(14 ml) wurde mit PBS gewaschen, mit Carbolink-Material (5 ml 
Gel; Fa. Pierce) vermischt und unter leichtem Schiitteln 2 0 h 
bei 4°C inkubiert. 

Die erhaltene Suspension wurde auf einen Glasf ilter gegeben und 
mit 200 ml PBS gewaschen. Das gewaschene Carbolink-Material mit 
dem daran gebunden Antikorper BA8 wurde dann in einer Losung 
eines rekombinanten humanen TSHR (vgl . Sabine Costagliola et 
al., Second Generation Assay for Thyrotropin Receptor Antibo- 
dies Has Superior Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease, 
in: J Clin Endocrinol Metab 84:90-97, 1999; S.91, Preparation 
of hTSH-R) resuspendiert (Volumen 250 ml, Extrakt aus 6 x 10 9 
K562 Zellen) und fur 10 "h bei 4°C inkubiert. 

Das result ierende Festphasenmaterial wurde iiber einen Glasf il- 
ter 3 mal mit 100 ml PBS gewaschen. 

1.2. Af f ini'tatsreinigung von Autoantikorpern aus Seren von 
Morbus Basedow, Patient en 

Das gemafi 1.1 erhaltene gewaschene Festphasenmaterial wurde in 
400 ml .eines Pools von Seren von Morbus Basedow Patienten 
(mittlere Konzentration 190 U/l, Total 75 U) suspendiert und 
fur 10 h bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. 



Danach wurde das Festphasenmaterial in eine am Boden mit einer 
Glasf ritte verschlossene Glassaule (2 x 10 cm) gefiillt und 
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dreimal mit jeweils 50 ml PBS gewschen. Dabei betrug die 
Durchflussgeschwindigkeit 1 ml/min. Nach dem letzen Waschen war 
das Eluat proteinfrei. 

Anschliefcend erfolgte die Elution der iiber den immobilisierten 
TSHR an das Festphasenmaterial gebundenen Autoantikorper (in 
der Figur als TRAK abgekurzt) unter Verwendung von 10 ml 
Portionen 50 mM Zitronensaure bei einer Durchf luSgeschwindig- 
keit von 1 ml/min. Der Saulenausf luss wurde in Fraktionen von 
1 ml aufgefangen. 

Die erhaltenen 1 ml -Fraktionen wurden unter Verwendung des 
DYNOtest® TRAKhuman® der Anmelderin auf die Anwesenheit von 
Anti- TSHR- Ant ikorpern gepriift, und die Proteinkonzentrationen 
wurden mittels der BCA-Methode ermittelt . Die als identisch 
anzusehenden Kurvenziige deuten darauf hin, dass Proteinmenge 
und Antikorperaktivitat einander entsprachen und eine als 
chemisch homogen zu bezeichnende Antikorperf raktion gewonnen 
worden war. 

Die Ergebnisse sind in Figur 1 und der nachf olgenden Tabelle 
wiedergegeben. 

Tabelle 1 



Vo lumen 


TRAKhuman 
[IU/L] 


TRAK total 

tiu] 


Protein 
[mg/ml] 


Protein 

total 

[mg3 


spezif i- 
sche 

Aktivitat 
mg Pro- 
tein/ 1TRAK 
IU 


400 ml 

( Spender - 

seren) 


190 


76 


78 


31200 


411 


10 ml 
(Eluat) 


4795 


47, 95 


0,37 " 


3,7 


0, 076 



Die Ergebnisse zeigen, dass eine hoch auf gereinigte Autoanti- 
korperpraparation mit hoher Antikorperaktivitat (mehr als 1 
IU/mg Protein) hergestellt worden war. Eine solche affinitats- 
gereinigte Preparation ist nicht mit Produkten vergleichbar , 
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wie sie in der ferneren Vergangenheit unter Verwendung von 
Praparationen aus Schilddrusenmembranen anger ei chert wurden, 
z.B. gemaS Rosalind Brown et al.,' Partial Purification and 
Characterization of Thyrotropin Binding Inhibitory Immunoglobu- 
lins, from Normal Human Plasma, J Clin Endocrinol Metab 56: 156- 
162 (1983) . 

1.3. Markierung der aff initatsgereinigten polyklonalen Auto- 
ant ikorper aus Morbus Basedow Seren 

1.3.1 Mit Akridiniumester direkt chemilumineszenz-markier- 

ter Ant ikorper 

30 pi (100 tig) des wie unter 1.2. beschrieben aff initats- 
gereinigten Autoant ikorper s wurden mit 70 ill 1 M Na-P0 4 (pH 
7,2) neutral isiert und mit 10 ill NHS -Akridiniumester (Fa. 
Behringwerke AG, Marburg; vgl . EP 0 257 541 Bl; 1 mg/ml in 
Acetonitril) vermischt und fur 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. AnschlieSend wurde uberschussiger Akridinium- 
Aktivester mit 10 ^1 0,1 Glycin/NaOH (pH 7,2) abgesattigt, und 
ungebundener Akridiniumester uber Gelf iltrationsHPLC an einer 
SW 300-Saule (Millipore) prapariert . Alle Fraktionen des 
Saulenausflusses mit einer UV-Absorption bei 280 nm und 368 nm 
wurden gesammelt . Die gepoolte Proteinf raktion wurde bis zur 
weiteren Verwendung in Rezeptorbindungsassays bei -80°C 
gelagert . 



1.3.2. Indirekt Markierung \iber einen Ziegen anti-Human 
Ant ikorper 

Alternativ zu 1^3.1. wurden die aff initatsgereinigten Auto- 
antikorper in einem molaren Verhaltnis von 1 : 1 mit Akridinium- 
ester-markierten Ziegen anti-Human IgG (Grade 2, Scantibodies) 
umgesetzt (100 .pig Autoant ikorper plus 100 iig Ziegen Anti-Human 
Akridiniumester in 10 ml PBS, 1% BSA) . Nach eines zweistiindigen 
Inkubation wurde das Materail auf 20 ng (ca. 0,25 mU Antikor- 
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per) pro 100 fil in einem Puffer verdunnt, der aus PBS, 1% BSA 
und 10% Humanserum best and. 

Die beiden direkt (1.3.1.) bzw indirekt (1.3.2.) markierten 
Autoantikorper werden dann in den nachfolgend beschriebenen 
Messungen von Kontrollen und Patientenseren als Tracer 
verwendet . 

1 . 4 Standards 

Als Standards wurden die Standards des LUMItest® TRAK der 
Anmelderin verwendet . 

2. Assay-Durchfiihrung: Pipettier- und Inkubations-Protokolle 

Zur Evaluierung der neuen markierten Tracerpraparationen auf 
der Basis af f initatsgereinigter Autoantikorper aus Seren von 
Morbus Basedow Patienten wurden Bestimmungen mit der folgenden 
Folge der. Pipettier- und Inkubationsschritte durchgef \ihrt : 

1. pipettiere 100 ill Probe (Patientenserum, Standardserum 
oder Null standardserum) in mit immobilisiertem rhTSHR 
beschichtete Testrohrchen aus dem LUMItest®TRAKhuman® der 
Anmelderin. 

2. Pipettiere dazu direkt (1.3.1) oder indirekt (1.3.2) 
markierte af f initatsgereinigte Autoantikorper, jeweils in 
100 ill. 

3 . Inkubiere 2 h unter Schutteln (300 U/min) bei Raumtempera- 
tur auf einem Heidolph-Kreisschuttler . 

4 . • pipettiere 1 ml Waschlosung (PBS) . 

5 . Dekantiere . 

6. Wiederhole Schritt 4 und 5 je drei mal . 

7. Messe den an der Wand des Testrohrchens verbliebenen 
Akridihiumetser durch Auslosurig der Lumineszenzreaktion 
als Chemilumineszenz-Lichtausbeute mit einem geeigneten 
Luminometer, z.B. Berthold LB 952 T/16 . 

8. Bestimmung von TSHR-Auto-Ab in Patientenseren . 




- 19 - 

Die Ergebnisse der Messung von 4 0 Kontrollseren und 4 0 
Patientenseren mit den beiden unterschiedlich markierten 
Autoantikorperf raktionen sind in den Figuren 2 und 3 gezeigt. 

Es ist zu erkennen, dass ein wesentlich hoheres spezifisches 
Signal als im LUMItest® TRAKhuman® erhalten wird, wahrend im 
Hinblick af die Diagnose des Morbus Basedow eine vergleichbare 
bzw. sogar hohere Sens'itivitat und Spezifitat erhalten wird. 

Uberraschender Weise wurde ferner f estgestellt , dass der als 
spezif ischer Bindungspartner in die Bestimmungen eingesetzte 
immobilisierte rekombinante humane TSH-Rezeptor genau wie ein 
solubilisierter TSHR seine Bindungsf ahigkeit gegeniiber den 
markierten Autoantikorpern, und damit seine Eignung als Reagens 
fur die Antikorperbestimmung, deutlich langer behielt als bei 
Verwendung von markiertem bTSH als Tracer, was einen erhebli- 
chen praktischen Vorteil darstellt . 

Da der Assay ein sog. homologer Assay ist, bei dem Tracer und 
zu bestimmender Ligand im wesentlichen identisch sind, sind 
Storungen durch eine Beeinf lussung der Messung aufgrund der 
Anwesenheit von hTSH nicht moglich - dieses wirkt sich auf die 
Tracerbindung und Antikorperbindung identisch aus . Die 
Tracerbindung wurde bei hTSH-Konzentrationen bis zu 500 U/L 
getstet, und es wurde kein Storeinfluss aufgrund der Anwesen- 
heit von hTSH f estgestellt . 

3. Untersuchung der Stabilitat des Bindungsverhaltens von 
TSHR-Praparationen gegeniiber verschiedenen Tracern 

Der rekombinante humane TSHR wurde, wie beschrieben, mit 2% 
Triton in HEPES, 10% Glycerin, 10 mM EDTA, 0,5% BSA, pH 7,4, 
aus K 562-Zellen extrahiert und als Extrakt bei 22°C gelagert . 

Nach den in Figur 5 -angegebenen Intervallen wurde jewels 1 
Aliquot der TSHR- Suspension auf Polys tyrolrohrchen, die mit dem 
monoklonalen Antikorper (BA8) vorbeschichtet waren, gegeben und 
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fur 1 h bei 4°C auf einem Kreisschuttler (Heidolph) bei 300 
U/min inkubiert. Das Inkubationsvolumen betrug 30 0 fxl . 
AnschlieEend wurde das Rohrchen mit HEPES Puffer, pH 7 , 4 , 0,5% 
BSA, befiillt, der Rohrcheninhalt abgesaugt, und dieser Schritt 
wurde 2 mal wiederholt . 

Der gebundene TSHR wurde anschliefiend durch Vakuumtrocknung 
stabilisiert - Die getrockneten Rohrchen wurden schlieSlich mit 
200 /xl Tracer-Losung aus dem TRAKhuman® der Anmelderin, die 
radioaktiv markiertes bTSH enthielt, oder mit 200 ill der wie 
oben unter 1.3.2 beschrieben hergestellten indirekt markierten 
af f initatsgereinigten Autoantikorperpraparation fur 2 h bei 
22°C unter Schutteln (300 U/min) inkubiert. 

AnschlieSend erfolgte jeweils die Entfernung des ungebundenen 
markierten Materials durch Waschen der Rohrchen mit PBS (Zugabe 
von 2 ml PBS/Absaugen, 3 mal wiederholt) . Die auf der Rohrchen - 
oberflache zurruckgebliebene Markierung wurde zum Schlufi in 
einem Gamma-Counter bzw. einem Luminometer vermes sen. 

Die Ergebnisse sind in Figur 5 gezeigt . Es ist deutlich zu 
erkennen, dass mit zunehmender Lagerungsdauer immer weniger an 
markiertem bTSH-Tracer gebunden wurde und bei den Proben nach 
10 0 h Lagerung die bTSH-Bindung auf etwa 2 0% des Anfangswerts 
erniedrigt war, wahrend die Bindung der markierten Auto- 
antikorperfraktion im gleichen Zeitraum nur wenig abgenommen 
hatte. Da eine Abnahme der Bindungsf ahigkeit in einem homologen 
Assay Tracer und Analyt gleichermaSen betrifft, wahrend das bei 
der Bindungsfahigkeit gegenuber einem bTSH-Tracer im Vergleich 
mit dem Analyten nicht zutreffen muss, bedeuten die Befunde, 
dass die Messgenauigkeit sehr viel weniger Zeiteinf lussen 
unterliegt als bei dem bekannten Assay. 

4 . Identif izierung/Selektion von tierischen Antikorpern gegen 
den hTSHR, die mit Autoantikorpern aus Seren von Morbus 
Basedow Patienten urn Bindungsstellen eines funktionalen 
rekombinaten humanen TSH-R kompetieren 
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Aufgrund seiner Natur als homologer Assay erlaubt ein Assay 
unter Verwendung eiher Preparation von markierten affinitats- 
gereinigten polyklonalen Autoantikorpem aus Morbus Basedow 
Seren als Kompetitor eine Selektion solcher tierischer 
Antikorper, insbesondere monoklonaler Antikorper, die tatsach- 
lich mit Morbus Basedow Autoantikorpem kompetieren und daher 
ggf. solche mit stimulierender Wirkung sind, wie sie bisher 
noch nicht beschrieben wurden. 

Unter Anwendung der Technik der genet ischen Immunisierung gemaS 
S .Costagliola et al . , Genetic Immunization Against the Human 
Thyrotropin Receptor Causes Thyroiditis and Allows Production 
of Monoclonal Antibodies Recognizing the Native Receptor, in: 
The Journal of Immunology, 1998, 160:1458-14 65, wurde eine 
groSe Anzahl von tierischen monoklonalen Antikorpern gegen den 
TSH-R erzeugt . 

Bei einer Priifung im oben beschriebenen homologen Assay zeigte 
sich, dass von 3000 getesteten Klonen nur 7 in der Lage waren, 
mit den markierten aff initatsgereinigten polyklonalen Auto- 
antikorpem aus Morbus Basedow Seren zu kompetieren. Die 
monoklonalen Antikorper dieser 7 Klone zeigten samtlich im 
Bioassay eine Stimulation der cAMP-Produktion und sind daher 
in der Lage, die bei Morbus Basedow, auftretenden Autoantikorper 
gegen den TSH-R zu mimkrieren. Damit ist gezeigt, dass - wenn 
auch mit einer anscheinend eher geringen Hauf igkeit - monoklo- 
nale Antikorper tatsachlich erzeugbar sind, die in ihrem 
Bindungsverhalten den naturlichen Autoantikorpem entsprechen 
und daher allein oder in ihrer Mischung oder in einer Mischung 
bzw. Kombination mit aff initatsgereinigten Autoantikorpem als 
spezif ische Bindungsreagenzien (Kompetitor/Tracer ; Festphasen- 
komponente; sekundarer Kompetitor) fur die Morbus Basedow 
Diagnostik, z.B". anstelle der aus Patientenseren durch Affini- 
tatsreinigung gewinnbar en Antikorper , eingesetzt werden konnen. 
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P at exit anspr uche 

1. Verwendung von aff initatsgereinigten polyklonalen humanen 
Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren 
von Morbus -Basedow Patienten,- und/oder von tierischen Anti- 
korpem,. die mit diesen urn Bindungsstellen eines funktionalen 
humanen TSH-Rezeptors kompetieren, als spezifisches Bindungs- 
rea g ens i n einem immunologischen Bestimmungsverf ahren zum 
klinischen Nachweis von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor 
(TSHR-Auto-Ab) in einer Probe einer biologischen Fliissigkeit 
eines auf Morbus Basedow zu untersuchenden Patienten. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die aff initatsgereinig- 
ten polyklonalen humanen Autoantikorper gegen den TSH-Rezeptor 

(TSHR-Auto-Ab) bis zur biochemischen Homogenitat gereinigt sind 
und eine spezifische Aktivitat von mindestens 1 IU/mg Protein 

( Human - Immungl obul in ) be s i t z en . 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die aff initats- 
gereinigten polyklonalen humanen Autoantikorper gegen den TSH- 
Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) erhalten wurden durch eine affinitat- 
schromatographische Reinigung, bei der die Autoantikorper aus 
einem Pool von Seren von Morbus Basedow Patienten an ein 
Aff initatsmaterial mit einem daran gebundenen funktionalen 
humanen rekombinanten TSH Rezeptor gebunden, proteinfrei 
gewaschen und anschlieSend von dem Aff initatsmaterial eluiert 
warden . 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die tierischen Antikor- 
per, die mit den aff initatsgereinigten polyklonalen. humanen 
Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren 
von Morbus -Basedow Patienten kompetieren, dadurch selektiert 
wurden, dass man tierische monoklonale Antikorper gegen einen 
humanen oder tierischen TSH-Rezeptor , oder gegen einzelne 
Abschnitte eines solchen Rezeptors, mit markierten affinitats- 
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gereinigten polyklonalen humanen Autoantikorpern gegen den TSH- 
Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus -Basedow Patient en 
urn Bindungsstellen eines humanen TSH-Rezeptors kompetieren laSt 
und diejenigen monoklonalen Antikorper, die eine derartige 
Kompetition zeigen, allein oder in einer Mischung mit anderen 
kompetierenden Antikorpern als spezif isches Bindungsreagens in 
einem immunologischen Bestimmungsverf ahren zum klinischen 
Nachweis von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto- 
Ab) in einer Probe der biologischen Fliissigkeit verwendet. 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei man die 
aff initatsgereinigten polyklonalen humanen Autoantikorper gegen 
den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus -Basedow 
Patienten, und/oder die tierischen Antikorper, die mit ersteren 
kompetieren, in direkt oder indirekt markierter Form in einem 
kompetitiven immunologischen Bestimmungsverf ahren als Kom- 
petitoren fur die in einer Probe eines Patienten zu bestim- 
menden Autoantikorper gegen den humanen TSH-Rezeptor verwendet . 

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das 
immunologische Bestimmungsverf ahren ein kompetitives Verf ahren 
ist, bei dem man als spezif ischen Bindungspartner fur die zu 
bestimmenden Autoantikorper und die als Kompetitoren verwende- 
ten aff initatsgereinigten polyklonalen humanen Autoantikorper 
gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus - 
Basedow Patienten, und/oder tierischen Antikorpern, die mit 
diesen kompetieren, eine Preparation eines funktionalen rekom- 
binanten humanen TSH-Rezeptors in f estphasengebundener Form 
oder in solubilisierter Form verwendet. 

7. Verwendung nach Anspruch einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei man die aff initatsgereinigten polyklonalen humanen Auto- 
antikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von 
Morbus -Basedow Patienten, und/oder die tierischen Antikorpern, 
die mit diesen urn Bindungsstellen eines funktionalen humanen- 
TSH-Rezeptors kompetieren, in f estphasengebundener Form 
einsetzt und als spezifischen Bindungspartner einen solubili- 
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sierten f unktionalen humanen rekombinaten TSH-Rezeptor in 
dorekt oder indirekt markierter Form verwendet. 

8. Verwendung nach Anspruch 5/ dadurch gekennzeichnet , dass 
man die aff initatsgereinigten polyklonalen humanen Autoanti- 
korpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von 
Morbus -Basedow Patienten, und/oder die tierischen Antikorper, 
die mit diesen urn Bindungsstellen eines funktionalen humanen 
TSH-Rezeptors kompetieren, in mit einem Radioisotop, einem 
Chemilumineszenzlabel , einem Fluoreszenzlabel oder mit Hilfe 
eines entsprechend markierten tierischen ant i -human IgG mar- 
kierter Form verwendet. 

9. Reagenziensatz fur die klinische Diagnostik zur immunolo- 
gischen Bestimmung von Autoantikorpern gegn den TSH-Rezeptor 
in Patientenseren, der neben den iiblichen Komponenten wie 
insbesondere Verdunnungs- und/oder Puf ferlosungen, Standards 
und Nullstandard sowie ggf . Kontrollseren als zwei weitere 
Komponenten einen solubilisierten oder f estphasengebundenen 
humanen TSH-Rezeptor sowie eine markierte Preparation von 
aff initatsgereinigten polyklonalen humanen Autoantikorpern 
gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus- 
Basedow Patienten, und/oder von tierischen Antikorpern, die mit 
diesen urn Bindungsstellen eines funktionalen humanen TSH- 
Rezeptors kompetieren, enthalt . 

10. Verfahren zur Selektion von monoklonalen tierischen 
Antikorpern, die mit Autoantikorpern aus den Seren von Morbus 
Basedow Patienten urn Bindungsstellen des funktionalen humanen 
TSH-Rezeptors kompetieren, bei dem man die Kultur-Uberstande 
von Hybridomen, die Antikorper gegen den TSH-Rezeptor expri- 
mieren, mit markierten aff initatsgereinigten polyklonalen 
humanen Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) 
aus Seren von Morbus -Basedow Patienten um die Bindungsstellen 
eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors kompetieren laSt und 
anhand der Schwachung der Bindung der markierten Autoantikorper 
monoklonale Antikorper mit den gesuchten Kompetitionseigen- 
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schaften erkennt und selektiert. 

11. Af f initatsgereinigte polyklonale humane Autoantikorper 
gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus - 
Basedow Patienten, die bis zur biochemischen Homogenitat 
gereinigt sind und eine spezifische Aktivitat von mindestens 
1 IU/mg.. Protein (Human- Immunglobulin) besitzen, in markierter 
Form . 

12. Selektierte tierische Antikorper, die mit affinitats- 
gereinigten polyklonalen humanen Autoantikorpern gegen den TSH- 
Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren von Morbus -Basedow Patienten 
um Bindungsstellen eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors 
kompetieren, in markierter Form. 
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Zu s ammenf a s sung 



Verwendung von af finit.atsgereinigten Antikorpern mit den 
Eigenschaften polyklonaler humaner Autoantikorper gegen den 
TSH-Rezeptor als spezif isches Bindungsreagens zum Nachweis von 
TSH-Rezeptor-Autoantikorpern, Reagenziensatz sowie Selektions- 
verfahren zur Gewinnung solcher Antikorper 



Verwendung von af f initatsgereinigten polyklonalen humanen 
Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) aus Seren 
von Morbus -Basedow Patienten, die bis zur biochemischen 
Homogenitat gereinigt sind und eine spezif ische Aktivitat von 
mindestens 1 IU/mg Protein (Human- Immunglobul in) besitzen, 
und/oder von tierischen Antikorpern, die mit diesen urn 
Bindungsstellen ■ eines f unktionalen humanen TSH-Rezeptors 
komgetieren, als spezifisches Bindungsreagens in einem 
immunologischen Bestimmungsverf ahren zum klinischen Nachweis 
von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor (TSHR-Auto-Ab) in 
einer Probe einer biologischen Fliissigkeit eines auf Morbus 
Basedow zu untersuchenden Patienten. 
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Fig. 2 
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^Pukcompetition vs TRAkhuman 



Fig. 4 
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